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บทคดัย่อ  
การศึกษาประสิทธิภาพของสารละลายส่วนใส (Crude Filtrate Supernatant Fluid; CFSF) จาก

แบคทเีรยีกรดแลคตกิ ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารของมนุษย์ 4 ชนิด คอื Escherichia coli TISTR 
780, SalmonallaTyphimurium TISTR 292, Staphylococcus aureus TISTR 1466 และ Bacillus cereus TISTR 
678  โดยวิธี Agar well diffusion เมื่อท าการทดสอบสมบัติแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้หมด พบว่าไม่ผลิตสาร         
แบคเทอรโิอซิน น า CFSF จากแบคทเีรยีกรดแลคติกมาบ่มที่อุณหภูมแิละพเีอชแตกต่างกนัเพื่อทดสอบความ      
คงตวัการออกฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีทีอุ่ณหภูมแิละพเีอชทดสอบและศกึษาค่ากจิกรรมในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค
ทางเดนิอาหารทัง้ 4 ชนิด  พบว่า CFSF จากแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพนัธุ์สามารถยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารทัง้ 4 ชนิดที่ทุกอุณหภูมใินแต่ละเวลาการบ่มแต่มแีนวโน้มการยบัยัง้ลดลงที่
อุณหภูมสิูงในเวลาการบ่มทีย่าวนาน คดัเลอืกแบคทเีรยีกรดแลคตกิทีม่คี่ากจิกรรมการยบัยัง้ทีส่งู  5 ไอโซเลต คอื 
S9B, M1A, M2A, G7B และ G8A เพื่อทดสอบการลดการปนเป้ือนของเชื้อแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารในกุ้ง
ฝอย พบว่ามเีพียง 1 ไอโซเลตที่สามารถลดปรมิาณของเชื้อแบคทีเรยีก่อโรคทางเดนิอาหารทัง้ 4 ชนิดได้ดคีือ      
ไอโซเลต G7B โดยสามารถลดปรมิาณของเชื้อ Escherichia coli TISTR 780, Salmonalla Typhimurium TISTR 
292 , Staphylococcus aureus TISTR 1466 และ Bacillus cereus TISTR 678  ได้ดีที่สุดที่เวลา 60 นาทีร้อยละ 
92.24, 91.14, 74.89 และ 86.02 ตามล าดบั เมือ่น าแบคทเีรยีกรดแลคตกิไอโซเลต G7B ไปจ าแนกสายพนัธุ์โดยวธิี
ทดสอบทางชวีเคม ี (ใช้ชุดตรวจวิเคราะห์ VITEK 2 compact) พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต G7B คือ     
สายพนัธุ ์Lactobacillus plantarum 

 

ค าส าคญั : แบคทเีรยีกรดแลคตกิ แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร 
 

Abstract  
The experiment was conducted to determine the efficiency of Crude Filtrate Supernatant Fluid 

(CFSF) of lactic acid bacteria, in inhibiting 4 species of food borne pathogenic bacteria; Escherichia coli 
TISTR 780, Salmonalla Typhimurium TISTR 292, Staphylococcus aureus TISTR 1466 and Bacillus cereus 
TISTR 6 78  by agar well diffusion method. After the experiment, Enzyme properties of these supernatants 
were tested and it was found that all supernatants were not a bacteriocin. Isolations were selected and 
tested for stability of pH and temperature conducted. Inhibition of food borne pathogenic bacteria from all 
supernatants were found at all temperature tested. However, inhibition of bacteria tended to reduce in 
longer period of incubation at high temperature. Inhibition efficiency of CFSF from isolations of lactic acid 
bacteria was studied. The best 5 inhibition efficiency of CFSF from lactic acid bacteria (S9B, M1A, M2A, 
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G7B and G8A) were selected for examining the reduction of food borne pathogenic bacteria contaminated 
in Lanchester’s freshwater prawn. From the results, G7B was the best inhibition efficiency to reduce the 
contamination of food borne pathogenic bacteria at 60 mins (92.24%; Escherichia coli TISTR 780, 91.14%; 
Salmonalla Typhimurium TISTR 292, 74.89%; Staphylococcus aureus TISTR 1466 and 86.2%; Bacillus 
cereus TISTR 678). From the biochemical tests (VITEK 2 compact method), G7B was identified as 
Lactobacillus plantarum 
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บทน า  
 กุ้งจ่อมเป็นผลติภณัฑ์อาหารหมกัพื้นบ้าน
ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือในอ าเภอประโคนชัย 
จงัหวดับุรรีมัย์ ซึ่งเป็นผลติภณัฑ์ที่พฒันามาจากการ
ท าปลาหมกัที่เรยีกว่าปลาจ่อม โดยน ากุ้งฝอยทีจ่บัได้
จากแหล่งน ้าธรรมชาตมิาหมกักบัเกลอืหรอืน ้าปลาและ
ข้าวคัว่นานประมาณ 5-7 วัน เนื่องจากไม่มีการใช้
ความร้อนใดๆ ในกระบวนการผลิตกุ้งจ่อม ท าให้
เชื้อจุลนิทรยี์ทีป่นเป้ือนมาในกุง้ฝอยอาจเป็นอนัตราย
กบัผู้บรโิภคได้ โดยเฉพาะจุลนิทรยี์ที่ก่อโรคทางเดิน
อาหาร มรีายงานการศึกษาเกี่ยวกบัความปลอดภยั
ของอาหารหมกัพืน้บา้นชนิดทีไ่มผ่่านการใหค้วามรอ้น
ก่อนการบริโภคได้แก่ ปูเค็ม กุ้งจ่อม หรือปลาจ่อม 
พบว่ามีการปนเ ป้ือนของเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่ อโรค 
Bacillus cereus, Clostridium perfringens แ ล ะ 
Escherichia coli เป็นต้น [1] นอกจากนี้ในการศกึษา
โรคอาหารเป็นพิษในอาหารหมกัดองพื้นบ้านพร้อม
บรโิภค (กุง้จ่อม, ปดูอง, ปลารา้และปลาจ่อม) พบว่าใน
กุง้จ่อม 34 ตวัอย่างมกีารปนเป้ือนเชือ้ Bacillus cereus 
จ านวน 4 ตวัอย่างและพบเชื้อ Salmonella จ านวน 1 
ตวัอย่าง [2] แบคทเีรยีกรดแลคตกิเป็นแบคทีเรยีทีม่กั
พบในอาหารหมกัดองพบมากในอาหารกลุ่มเนื้อปลา
ห รื อ กุ้ ง ห มั ก  ไ ด้ แ ก่  Lactobacillus farciminis, 
Lactobacillus pentosu, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus  sp.  และ  Leuconostoc  sp. นอกจากนี้ 
[3] พบว่าแบคทเีรยีดงักล่าวบางสายพนัธุส์ามารถสรา้ง
ส า ร ยับ ยั ้ง จุ ลิ น ท รี ย์  ( antimicrobial agent) ที่ มี
คุณสมบัติในการยับยัง้แบคทีเรียชนิดอื่นๆ ได้สาร
ยับ ยั ้ง จุ ลิ น ท ร ย์ ดั ง ก ล่ า ว  เ ช่ น  ก ร ด อิ น ท รี ย์ , 
ไฮโดรเจนเพอรอ์อกไซด,์ คารบ์อนไดออกไซด์,  

อะซีทัลดีไฮด์และแบคเทอริโอซิน รวมถึงสามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคซึ่งปนเป้ือนมากบั
อาหารได้เช่น Bacillus cereus, Listeria monocytog- 
enes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens เป็น
ตน้ [4] ดงันัน้หากสามารถน าแบคทเีรยีกรดแลคตกิทีม่ ี
คุณสมบตัิในการสร้างสารยบัยัง้แบคทเีรียก่อโรคมา
ประยุกต์ ใช้งานด้านผลิตภัณฑ์อาหา รหมักจะมี
ประโยชน์อย่างยิง่ เช่น ใช้ในการยบัยัง้การปนเป้ือน
ของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในกุ้งฝอยก่อนน ามาท า
ผลิตภัณฑ์กุ้งจ่อมเพื่อให้เกิดความปลอดภัยต่อ
ผู้บริโภคและทดแทนการใช้สารกันเสียที่เป็นสาร
สงัเคราะห์และอาจเกดิอนัตรายแก่ผู้บรโิภคหากใช้ใน
ปรมิาณทีไ่มเ่หมาะสม 
 การศึกษาในครั ้งนี้ ได้ท าการคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์แหนมเห็ด ที่
สามารถสรา้งสารยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรค
ทางเดินอาหาร 4 ชนิด คือ Escherichia coli TISTR 
6 8 7 , Salmonalla Typhimurium TISTR 1 4 6 6 , 
Staphylococcus aureus TISTR 780  แล ะ  Bacillus 
cereus TISTR 292 รวมถึงการศึกษาสมบัติของ
แบคทเีรยีกรดแลคตกิทีแ่ยกได ้ไดแ้ก่ ความทนทานต่อ
ความเป็นกรด-ด่าง, การทนความร้อน รวมถึงสมบตัิ
ของสารยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคว่าเป็นสารแบคเทอ-     
รโิอซินหรือไม่ หลงัจากนัน้น าส่วนสารสกดัที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงแบคทเีรยีกรดแลคตกิมาประยุกต์ใช้ใน
การแช่กุ้งฝอยก่อนน ามาผลิตกุ้งจ่อม เพื่อลดการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคซึ่งเป็นการเพิ่มความ
ปลอดภยัใหก้บัผลติภณัฑอ์าหารแก่ผูบ้รโิภค 
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วสัดอุปุกรณ์และวิธีด าเนินการวิจยั  
1. ตวัอย่างแบคทีเรียกรดแลคติก  

 แบคทเีรยีกรดแลคติกที่แยกได้จากแหนม
เหด็ม ี26 ไอโซเลต [5] ไดแ้ก่ O3A, S3A, O7A, S9B, 
S7A, G2B, S7B, G7B, G8A, C5B, O10A, M4A, C6A 
M7A, C1B, G7A, C3B, V2A, M1A, V7C, M6A, M2A, 
M6B, M5A, M8A และ M8B โดยเลี้ยงในอาหาร MRS 
(de Man Rogosa Sharpe) agar ทีม่ ี0.004 เปอรเ์ซน็ต์
ของ bromocresol purple และน าไปบ่มเชื้อทีอุ่ณหภูม ิ
30 องศาเซลเซยีสในสภาวะทีไ่ม่ใชอ้อกซเิจนเป็นเวลา 
1-2 วนั 

2. แบคทีเรียทดสอบท่ีใช้เป็นเช้ือแบคทีเรีย
ก่อโรคทางเดินอาหาร 
 แบคทีเรียก่อโรคที่ใช้เป็นเชื้อทดสอบม ี4 
ส า ย พั น ธุ์  ไ ด้ แ ก่  Escherichia coli TISTR 780,  
Salmonella Typhimurium TISTR 292, Bacillus 
cereus TISTR 678 แ ล ะ  Staphylococcus aureus 
TISTR 1466 จากสถาบันวิจัย วิทยาศาสตร์แล ะ
เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย โดยเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ Nutrient agar (NA) และบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 

3 .  การคัดแยกแบคที เ รียกรดแลคติก 
(ดดัแปลงจาก [6]) 
 โดยการน าแบคทเีรยีกรดแลคตกิ มา streak 
ลงบนอาหาร MRS (de Man Rogosa Sharpe) agar 
ที่มี 0.004 เปอร์เซ็นต์ของ bromocresol purple บ่ม
เชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในสภาวะที่ไม่ใช้
ออกซเิจนเป็นเวลา 1-2 วนั เลอืกโคโลนีเดีย่วทีเ่ปลีย่น
สีอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีแดงเป็นสีเหลืองรอบโคโลนี 
น าไป restreak บนอาหาร MRS agar เพื่อให้ได้เชื้อ
บริสุทธิย์้อมสีแกรมตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์และ
ท ด ส อ บ ก า ร ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ ค ะ ต ะ เ ล ส แ ล ะ              
เอนไซม์ออกซิเดส เลอืกเชื้อที่ติดสแีกรมบวกและไม่
สรา้งเอนไซมค์ะตะเลสและเอนไซมอ์อกซเิดส [7]   

 
 
 

4. การทดสอบชนิดของสารยบัยัง้การเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารท่ีสร้างโดย
แบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี agar well diffusion 
(ดดัแปลงจาก [8])  
 น าเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกไปเลี้ยงใน 
MRS broth ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18-24 ชัว่โมง เซนตรฟิิวจ์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาท ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที
เพื่อแยกเซลล์ออก กรองให้ปราศจากเชื้อโดยกรอง
ผ่านตัวกรองปราศจากเชื้อขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
เก็บสารละลายส่วนใส (Crude Filtrate Supernatant 
Fluid; CFSF) และแบ่งออกเป็น 4 ส่วนดงันี้ 1) ส่วนที่
ไม่มีการปรับค่า pH 2) ส่วนที่น ามาปรับค่า pH ให้
เท่ากบั 6.0ดว้ยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความ
เขม้ขน้ 1 นอร์มลั และ 3) ส่วนทีป่รบัค่า pH ใหเ้ท่ากบั 
6.0 น ามาบ่มร่วมกบัเอนไซมค์ะตะเลส (catalase) ที่มี
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี4) ส่วนที่
ปรับค่า  pH ให้เท่ ากับ 6.0 ที่ผ่ านการบ่มร่วมกับ
เอนไซม์คะตะเลสแล้ว  น ามาบ่มกับ proteolytic 
enzyme ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่
ประกอบด้วยเอนไซมแ์ต่ละชนิด ได้แก่ proteinase K 
33 ยูนิตต่อมิลลิลิตร α-chymotrypsin 66 ยูนิตต่อ
มลิลกิรมั และ trypsin 105 ยนูิตต่อมลิลกิรมั ทีอุ่ณหภมู ิ
37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง จากนัน้   ปิเปต
สารละลายส่วนใส (Crude Filtrate Supernatant Fluid; 
CFSF) ทัง้ 4 ส่วนๆละ 35 ไมโครลิตร ใส่ลงหลุมใน
จานเพาะเชื้อทีม่อีาหารแขง็ผสมแบคทเีรยีก่อโรคทีใ่ช้
เป็นเชื้อทดสอบซึ่งเจาะหลุมไวแ้ลว้ (ท าการทดลองละ 
6 ซ ้ า) แล้วบ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง สงัเกตการเกดิโซน
ยบัยัง้รอบๆหลุม 
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5. การศึกษาสมบัติความคงตัวของสาร
ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทางเดิน
อาหารท่ีสร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติก (ดดัแปลง
จาก [9]) 

5 . 1  ความคงตัวของการออกฤท ธ์ิ ท่ี
อณุหภมิูทดสอบ 

น า CFSF ที่ได้จากข้อ 4 มาบ่มที่อุณหภูมิ
ทดสอบ 37, 50, 70 และ 100 องศาเซลเซียส  ใน
ระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาท ีและทดสอบความคง
ตวัในการออกฤทธิ ์antibacterial activity ดว้ยวธิ ีagar 
well diffusion  

5.2 ความคงตวัของการออกฤทธ์ิท่ีพีเอช
ทดสอบ 

น า CFSF ทีไ่ดจ้ากขอ้ 4 มาปรบั pH ใหอ้ยู่
ในช่วง pH 3, 4, 5, 7, 9 โดยใช้  1 M HCl หรือ 1 N 
NaOH บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมงแลว้จงึน าไปทดสอบ antibacterial activity โดย
วธิ ีagar well diffusion  

6. การวดัและค านวณค่ากิจกรรมของสาร
ยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารท่ีสร้างโดย
แบคทีเรียกรดแลคติก 

โดยน า CFSF ทีไ่ดจ้ากขอ้ 4 มาท าใหเ้จอืจาง
ลงครัง้ละ 2 เท่าอย่างต่อเนื่ องกันด้วยน ้ ากลัน่ที่
ปราศจากเชื้อ จากนัน้ปิเปต CFSF 35 ไมโครลติรใส่
ลงหลุมในจานเพาะเชื้อทีม่อีาหารแขง็ผสมแบคทเีรยีที่
ใช้เป็นเชื้อทดสอบซึ่งเจาะหลุมไว้แล้ว (ความเขม้ข้น
ของแบคทีเ รียประมาณ 105 CFU/ml)  แล้วบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 
สังเกตการเกิดโซนยับยัง้ ( inhibition zone) และวัด
ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง หาค่ากจิกรรมการยบัยัง้จาก
ค่าการเจอืจางสูงสุดที่ยงัคงเห็นบรเิวณโซนใส (clear 
zone) ของการยบัยัง้ชดัเจนและค านวณค่ากิจกรรม
การยบัยัง้ต่อมลิลลิติร (Arbitrary Unit, AU/ml) ดว้ยวธิ ี
Critical dilution (ดดัแปลงจาก [10]) จากสมการดงันี้ 
 Arbitrary Unit (AU/ml)   =  DFi 1000/ (V) 
โดยที ่
 DFi  = ค่าส่วนกลบัของระดบัความเจอืจางสงูสุดทีพ่บการยบัยัง้  
 V  =  ปรมิาตรของสารละลายส่วนใส (CFSF) ทีป่ลอดเชือ้ (µl) 

7. การทดสอบการยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียก่อ
โรคทางเดินอาหารท่ีปนเป้ือนในกุ้งฝอยโดย CFSF 
ท่ีสร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
 ท าไดโ้ดยใชกุ้ง้ฝอยทัง้ตวัรวมทัง้เปลอืกและ
หวัทีซ่ื้อจากตลาดสด อ.เมอืง จงัหวดับุรรีมัย์ ลา้งน ้าให้
สะอาด น ามาฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งอัดไอเพื่อก าจัด
เชื้อจุลินทรยี์ที่ปนเป้ือนในตวักุ้งฝอยทัง้หมดก่อนท า
การทดลอง จากนัน้แบ่งเป็น 3 ส่วน (ท าการทดลอง
ส่วนละ 3 ซ ้า) ส่วนละ 0.5 กรมั โดยกุง้ทัง้ 3 ส่วนจะถูก
ท าให้ปนเป้ือนโดยการจุ่มลงในเชื้อแบคทเีรยีก่อโรค
ทางเดนิอาหารแต่ละชนิดก่อน โดยจะจุ่มกุง้ฝอยลงใน
สารละลายเชื้อแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารเขม้ขน้ 
105  CFU/ml ปริม าตร  5 มิลลิลิต ร  นาน  1 นาที  
ต่อจากนัน้ทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิ
อาหารโดยจุ่มกุ้งฝอยลงใน CFSF จากแบคทเีรยีกรด
แลคตกิทีเ่วลาแตกต่างกนั ดงันี้ 
  ส่วนที ่1 ไมจุ่่มกุง้ฝอยลงใน CFSF (control) 
  ส่วนที่ 2 จุ่มกุ้งฝอยลงใน CFSF ปริมาตร 5 มลิลิลติรนาน 30 
นาท ี
  ส่วนที่ 3 จุ่มกุ้งฝอยลงใน CFSF ปริมาตร 5 มลิลิลติรนาน 60 
นาท ีจากนัน้สุ่มตวัอย่างกุง้ฝอยมาหาปรมิาณแบคทเีรยี
ก่อโรคทางเดินอาหารด้วยวิธีการ spread plate บน 
Nutrient agar (ท าการทดลองส่วนละ 6 ซ ้า) โดยบ่มที่
อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

8.  จ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรด         
แลคติก 
 จ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทเีรยีกรดแลคติก
ที่มีค่ากิจกรรมของสารยับยัง้จุลินทรีย์สูงที่สุดและ
สามารถยบัยัง้เชื้อแบคทีเรยีก่อโรคทางเดินอาหารที่
ปนเป้ือนในกุง้ฝอยไดท้ัง้ 4 ชนิด โดยใชว้ธิทีางชวีเคม ี
(ใ ช้ ชุ ด ต ร ว จวิ เ ค ร า ะห์  VITEK 2 compact) จ าก
สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศ
ไทย 

9. การวิเคราะหผ์ลการทดลองทางสถิติ 
 วิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธีวิเคราะห์
ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) 
เปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ดว้ยวธิ ีDuncan New’s Multiple 
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Range Test (DMRT) ที่ระดบัความเชื่อมัน่ร้อยละ 95 
(P ≤ 0.05) 
 

ผลการวิจยัและอภิปรายผล 
1. ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติก 

 ผลการทดสอบเชื้อแบคทเีรยีกรดแลคตกิที่
ไดจ้ากแหนมเหด็ 26 ไอโซเลตโดยการยอ้มสแีกรมและ
ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ทดสอบการสรา้งเอนไซม์
คะตะเลสและออกซิเดส พบว่าเป็นแบคทีเรียรูปร่าง
กลมมี 20 ไอโซเลต รูปร่างท่อนม ี6 ไอโซเลต และ
แบคทเีรยีกรดแลคติกทัง้ 26 ไอโซเลตเป็นแบคทเีรยี
แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่มีกิจกรรมเอนไซม์คะ
ตะเลสและเอนไซมอ์อกซเิดส 

2. ผลการทดสอบชนิดของสารยับยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารท่ีสร้าง
โดย CFSF จากแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี agar 
well diffusion  
 สารส่วนใส (CFSF) ทีไ่ดจ้ากแบคทเีรยีกรด
แลคตกิทัง้ 26 ไอโซเลตน ามาศกึษาการออกฤทธิย์บัยัง้
แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร (ตารางที่ 1) จากผล
การทดสอบพบว่า มีการแสดงโซนยับยัง้  E. coli 

TISTR 780 สูงสุดจากสารส่วนใสของแบคทีเรีย     
กรดแลคติกไอโซเลต G7B ส่วนโซนยบัยัง้ B. cereus 
TISTR 687 สงูสุดจากสารออกฤทธิข์องไอโซเลต M8B 
ส าหรับโซนยับยัง้  S. Typhimurium TISTR 292 พบ
สูงสุดจากการทดสอบด้วยสารออกฤทธิข์องไอโซเลต 
G7B และ M2A และส าหรับการเกิดการโซนยับยัง้             
S. aureus TISTR 1466 สูงสุดจากการทดสอบด้วย
แบคทเีรียไอโซเลต S7B เมื่อคดัเลอืกจากขนาดและ
ความสม ่าเสมอของโซนยับยัง้ สามารถคัดเลือก
แบคทีเรียกรดแลคติกได้ 10 ไอโซเลต ได้แก่ M1A, 
M2A, M4A, M5A, M8A, M8B, S7B, S9B, G7B, G8A  
ซึง่สามารถแสดงการเกดิเสน้ผ่านศูนย์กลางโซนยบัยัง้
ไดใ้นช่วง 0.80 - 1.20 เซนตเิมตร (ตารางที่ 1) ขนาด
โซนยบัยัง้เป็นรปูแบบหนึ่งของการแสดงความสามารถ
ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารโดยสาร
ทดสอบ เช่น กรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
และแบคเทอรโิอซนิ ซึ่งสารเหล่านี้ล้วนสามารถยบัยัง้
การเจรญิเตบิโตจุลนิทรยีช์นิดอื่นได้ [11] และสารออก
ฤทธิจ์ากแบคทเีรยีกรดแลคตกิบางชนิดทีแ่ยกได้จาก
มะกอกเขยีวดองมกีารยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคกลุ่มแก
รมบวกและแกรมลบได ้[12]
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ตารางท่ี 1 แสดงความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลางในการยบัยัง้แบคทีเรยีก่อโรคทางเดินอาหารทัง้ 4 ชนิดด้วย
สารละลายส่วนใส (CFSF) ทีผ่ลติไดจ้ากแบคทเีรยีกรดแลคตกิทัง้หมด 26 ไอโซเลต 

 

สารละลายส่วนใส
(CFSF) ท่ีผลิตได้
จากแบคทีเรีย 
กรดแลคติก 

ความกว้างของเส้นผ่านศนูยก์ลางของโซนใส 
(เซนติเมตร) 

Escherichia coli 
TISTR 780 

Salmonella 
Typhimurium  

TISTR292 

Bacillus cereus 
TISTR687 

Staphylococcus 
aureus 

TISTR1466 

M 1 A 1.10±0.00ab,A 1.10±0.00ab,A 0.83±0.06ab,B 0.80±0.00e,B 
M 2 A 1.10±0.00ab,A 1.13.±0.06a,A 0.83±0.06ab,B 0.90±0.00cd,B 
M 4 A 1.10±0.00ab,A 1.10±0.00ab,A 0.85±0.07ab,B 0.90±0.00cd,B 
M 5 A 0.90±0.00d,B 1.10±0.00ab,A 0.87±0.06ab,B 1.10±0.00b,A 
M 6 A 0.75±0.07g,A 0.60±0.00i,B 0.80±0.00bc,A 0.60±0.00g,B 
M 7 A 0.80±0.00fg,B 0.60±0.00i,C 0.63±0.06ef,C 0.93±0.06c,A 
M 8 A 0.90±0.00d,B 0.90±0.00de,B 0.85±0.07ab,B 1.10±0.00b,A 
M 6 B 0.90±0.00d,A 0.60±0.00i,B 0.63±0.06ef,B 0.60±0.00g,B 
M 8 B 1.07±0.06bc,A 1.07±0.06bc,A 0.90±0.00a,B 0.90±0.00cd,B 
S 3 A 0.60±0.00h,C 0.73±0.06h,AB 0.80±0.00bc,A 0.70±0.00f,B 
S 7 A 0.80±0.00fg,B 0.93±0.06d,A 0.70±0.00de,C 0.87±0.06d,AB 
S 7 B 0.87±0.06de,B 1.07±0.06bc,A 0.87±0.00ab,B 1.20±0.10a,A 
S 9 B 0.90±0.00d,C 1.03±0.06c,B 0.87±0.06ab,C 1.15±0.07ab,A 
G 7 A 0.85±0.07def,A 0.83±0.06fg,A 0.80±0.00bc,A 0.70±0.00f,B 
G 2 B 0.90±0.00d,A 0.80±0.00g,B 0.80±0.00bc,B 0.70±0.00f,C 
G 7 B 1.15±0.07a,A 1.13±0.06a,A 0.90±0.00a,B 1.10±0.00b,A 
G 8 A 1.03±0.06c,B 1.10±0.00ab,A 0.90±0.00a,C 1.10±0.00b,A 
C 6 A 0.80±0.00fg,B 0.90±0.00de,A 0.67±0.06def,C 0.60±0.00g,D 
C 1 B 0.90±0.00d,A 0.90±0.00de,A 0.70±0.00de,B 0.60±0.00g,C 

 หมายเหตุ: ตวัอกัษรทีแ่ตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (P ≤ 0.05)  
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ตารางท่ี 2 แสดงปรมิาณเฉลีย่ของเชื้อแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารทัง้ 4 ชนิดทีเ่หลอือยู่ภายหลงัจากการแช่ใน
สารละลาย ส่วนใสของแบคทเีรยีกรดแลคติกทัง้ 5 ไอโซเลตทีเ่วลาแตกต่างกนั คอื 0 นาท ี(control), 30 
นาทแีละ 60 นาท ี

   หมายเหต:ุ ตวัอกัษรทีแ่ตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่รอ้ยละ 95 (P ≤ 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แช่ CFSF 
ท่ีเวลาต่างๆ 

ปริมาณเช้ือแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร (CFU/ml) 

Bacillu cereus 
TISTR 687 

Staphylococcus 
aureus TISTR1466 

Escherichia coli 
TISTR780 

Salmonella 
Typhimurium 

TISTR292 
S9B 0 นาท ี
S9B 30 นาท ี
S9B 60 นาท ี

[(28±2.82)×104]a 
[(103±2.82)×103]b 
[(82.5±3.53)×103]b 

[(69.5±7.77)×104]a 
[(56.5±3.33)×104]a 
[(56±15.55)×103]b 

[(94.5±2.12)×105]a 
[(62±0)×105]b 

[(27.5±2.12)×105 ]c 

[(51±5.65)×106]a 
[(27.5±2.12)×106]b 
[(46±12.72)×105]c 

M1A 0 นาท ี
M1A 30 นาท ี
M1A 60 นาท ี

[(276.5±6.5)×104]a 
[(139±1.41)×104]b 

[ (77±0)×104]c 

[(252.5±10.60)×104]a 
[(132±5.65)×104]b 

[(118.5±12.02)×104]b 

[(168±4.24)×104]a 
[(150±9.89)×104]ab 
[(142±6.36)×104]b 

[(244±6.36)×104]a 
[(180.5±13.45)×104]ab 

[(124±9.49)×104]b 

M2A 0 นาท ี
M2A 30 นาท ี
M2A 60 นาท ี

[(117.5±3.53)×104]a 
[(74.5±3.53)×104]b 
[(250.5±2.92)×103]c 

[(266±10.60)×104]a 
[(57±5.65)×104]b 
[(37±12.02)×104]b 

[(68.5±4.94)×104)]a 
[(49.5±3.53)×104)]b 
[(29.5±0.70)×104]c 

[(264.5±6.36)×104]a 
[(108.5±9.19)×104]b 

[(72±1.41)×104]c 

G7B 0 นาท ี
G7B 30 นาท ี
G7B 60 นาท ี

[(35.5±2.12)×106]a 
[(54±4.24)×105]b 

[(47.5±13.43)×105]c 

[(71±1.14)×104]a 
[(57±9.89)×104]b 
[(37±2.82)×104]c 

[(125±12.72)×105]a 
[(247±3.11)×104]b 
[(97±5.65)×104]c 

[(76±1.41)×105]a 
[(140.5±6.67)×104]b 
[(66±14.14)×104]c 

G8A 0 นาท ี
G8A 30 นาท ี
G8A 60 นาท ี

[(107.5±0.70)×104]a 
[(82±9.89)×104]b 

[(56.5±4.94)×104]c 

[(94±4.24)×105]a 
[(56.5±2.12)×105]b 
[(49.5±3.53)×105)]c 

[(95±22.62)×105]a 
[(74±16.79)×105]ab 
[(37±5.65)×105]b 

[(114.5±7.67)×105]a 
[(94±2.82)×105]a 
[(83±5.65)×105]a 
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ตารางท่ี 3  แสดงรอ้ยละทีล่ดลงของเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารทัง้ 4 สายพนัธุท์ีเ่หลอือยู่ภายหลงัจากการ
แช่กุง้ฝอยใน CFSFของแบคทเีรยีกรดแลคตกิทัง้ 5 ไอโซเลตทีเ่วลาแตกต่างกนั คอื 0 นาท ี(control),  
30 นาทแีละ 60 นาท ี

 

 

 
 

                        (a)                                 (b)                                      (c) 
ภาพท่ี 5 ปรมิาณเชือ้และลกัษณะโคโลนีของ Bacillus cereus TISTR 687 ทีเ่หลอือยู่ภายหลงัจากการแช่กุง้ฝอยใน 

สารละลายส่วนใส (CFSF) ของแบคทเีรยีกรดแลคตกิไอโซเลต S9B ทีร่ะยะเวลาแตกต่างกนั โดยที ่
               (a) คอื (ไมแ่ช่ CFSF; 0 นาท)ี, (b)  แช่ CFSF 30 นาท ีและ (c) แช่ CFSF 60 นาท ี

 

CFSF ท่ีแช่กุ้ง
ฝอยระยะเวลา
แตกต่างกนั 

ปริมาณท่ีลดลงของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร (ร้อยละ) 
Bacillu cereus  

TISTR 687 
Staphylococcus aureus 

TISTR 1466 
Escherichia coli  

TISTR 780 
Salmonella Typhimurium 

TISTR 292 

S9B 0 นาท ี
S9B 30 นาท ี
S9B 60 นาท ี

0.00 
63.22 
70.54 

0.00 
18.91 
91.75 

0.00 
34.05 
71.28 

0.00 
46.08 
90.99 

M1A 0 นาท ี
M1A 30 นาท ี
M1A 60 นาท ี

0.00 
49.64 
72.18 

0.00 
47.73 
53.07 

0.00 
26.48 
38.24 

0.00 
26.09 
49.19 

M2A 0 นาท ี
M2A 30 นาท ี
M2A 60 นาท ี

0.00 
36.60 
51.92 

0.00 
78.58 
86.91 

0.00 
27.74 
56.94 

0.00 
58.98 
72.78 

G7B 0 นาท ี
G7B 30 นาท ี
G7B 60 นาท ี

0.00 
84.79 
86.62 

0.00 
19.18 
74.89 

0.00 
40.24 
92.24 

0.00 
81.52 
91.14 

G8A 0 นาท ี
G8A 30 นาท ี
G8A 60 นาท ี

0.00 
23.28 
47.45 

0.00 
39.90 
47.38 

0.00 
22.11 
61.16 

0.00 
17.91 
27.52 
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ภาพท่ี 6 แสดงภาพที่ได้จากการย้อมสแีกรมของแบคทีเรยีกรดแลคติกไอโซเลต G7B สายพนัธุ์ Lactobacillus 
plantarum 

 

สรปุและข้อเสนอแนะ  
 จากการทดลองพบว่ามแีบคทเีรยีกรดแลคตกิ
เพยีง 1 ไอโซเลต คอื G7B ที่มกีจิกรรมในการยบัยัง้
เชื้อแบคทเีรยีก่อโรคทางเดินอาหารทัง้ 4 ชนิดได้สูง
ทีสุ่ดโดยมคี่ากจิกรรมในการยบัยัง้อยู่ที่ 114.29 AU/ml 
และมีค่าความกว้างของโซนใสการยบัยัง้อยู่ในช่วง 
0.80 -1.20 เซนติเมตร จงึได้น าไปท าการจ าแนกสาย
พนัธุ์เพื่อทจีะได้สะดวกต่อการน าไปศกึษาต่อ โดยใช้
วิธีทางชีว เคมี ( ใช้ชุดตรวจวิเคราะห์  VITEK 2 
compact) จากศูนยจ์ุลนิทรยี ์สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์
และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย พบว่าไอโซเลต G7B 
คอืสายพนัธุ์ Lactobacillus plantarum ซึ่งเหมาะสมที่
จะน าไปประยุกต์เพื่อใชป้ระโยชน์ในการผลติหรอืการ
ถนอมอาหารในกระบวนการอุตสาหกรรม  เพื่อลดการ
ใชส้ารกนัเสยีหรอืการปนเป้ือนของแบคทเีรยีทกี่อโรค
ในทางเดนิอาหารของมนุษยต่์อไป 
 การจ าแนกสายพนัธุ์จุลนิทรยี์ที่สามารถผลติ
สารละลายส่วนใส (CFSF) ซึ่งสามารถยบัยัง้การเจรญิ
ของแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารควรใช้วธิีจ าแนก
อื่นๆร่วมกบัวธิทีดสอบทางชวีเคม ีเช่น การวเิคราะห์
ล า ดั บ เ บ ส  (16S DNA Identification by DNA 
sequencing)ร่วมกับการทดสอบทางชีวเคมี (ใช้ชุด
วเิคราะห ์VITEK 2 compact) เพือ่ใหไ้ดผ้ลการจ าแนก
สายพันธุ์จุ ลินทรีย์ที่แม่นย ามากขึ้น  นอกจากนี้
ส าร ละลายส่ วน ใส  (CFSF) ที่ ไ ด้จากแบคที เ รีย        

กรดแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดน้ัน้ อาจเป็นกรดอนิทรยี ์เช่น  
กรดแลคตกิ กรดแอซตีกิ หรอืกรดชนิดอื่นๆ ซึ่งควรมี
การวเิคราะห์ว่าเป็นกรดอนิทรยี์ชนิดใดเช่น วธิกีารใช้ 
HPLC วเิคราะห์ชนิดของกรดอินทรยี์ที่เชื้อแบคทเีรยี
กรดแลคตกิผลติได ้เพือ่ใหท้ราบถงึกลไกการออกฤทธิ ์
ของกรดอินทรีย์ดงักล่าวต่อการยบัยัง้การเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารและท าให้เข้าใจถึง
กระบวนการที่เหมาะสมในการใช้สารละลายส่วนใส 
(CFSF) ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร 
เพื่อน าไปสู่การประยุกต์ใช้ใหเ้หมาะสมกบัผลติภณัฑ์
ต่อไป โดยอาจน าผลที่ได้จากการไปเผยแพร่ต่อกลุ่ม
แม่บา้นทีผ่ลติกุง้จ่อมทีอ่ าเภอประโคนชยั จ.บุรรีมัย์ได้
ทดลองใชส้ารละลายส่วนใสจากแบคทเีรยีกรดแลคตกิ 
(CFSF) แช่กุ้งฝอยในขัน้ตอนการล้างกุ้งก่อนน ามา
ผลติกุ้งจ่อมเพื่อลดปรมิาณของเชื้อแบคทเีรยีก่อโรค
ทางเดินอาหารที่ปนเ ป้ือนมาในกุ้งฝอย เพื่อให้
ผลติภณัฑ์กุง้จ่อมเกดิความปลอดภยัต่อผูบ้รโิภค และ
ทดแทนสารใช้กนัเสยีที่เป็นสารสงัเคราะห์ซึ่งอาจเกดิ
โทษแก่ร่างกายได ้หากใชใ้นปรมิาณทีไ่มเ่หมาะสม 
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ข อ ข อ บ คุ ณ ส ถ า บั น วิ จั ย แ ล ะ พัฒ น า 

มหาวทิยาลยัราชภฏับุรรีมัย์ทีไ่ดม้อบทุนสนับสนุนการ
ท าวจิยัในครัง้นี้ 
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